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イ ン タ
ー ロ イ キ ン 6 (inte rle ukin-6, Ⅰし6) は, 免疫反応 の 増強や種々 の 免疫異常症 な どで中心的役割を果たす の み な ら
ず, 腫瘍細胞の 増殖因子ある い は抑制国子と して も作用す る こ と が 最近明ら か と な っ て い る ･ 今 軌 非腫瘍使お よ び膿瘍性の
肝内胆管系疾患 の 発生 ･ 進展に お け る Ⅰし6 の 役 割, 特 に肝内胆管系上皮で の Ⅰし6 の 発現 と その 病理学的意義 を ヒ ト肝組織材
料 お よ び 肝内胆管上皮細胞の 培養法を用い て 検討 した . 肝組織材料と して 正常肝 8例, 原発性胆汁性肝硬変(prim a rybiliary
cir rho sis, P BC)16例, 肝外 閉塞性黄痘 (e xtrahepaticbilia ry obstru ctio n, E B O) 4例 , ウ イ ル ス 性 慢性活動性肝炎(vir al
chr o nic activehepatitis, V -C A H) 9例 の 外科的生検肝お よ び針生検肝, それ に外科的に切除さ れ た胆管細胞癌43症例 を用い た
(内, 4 例は 肝内結石症に合併 した 胆管細胞癌). 肝内胆管上皮細胞 の培養は , 原発性肝癌 ･ 転移性肝癌 な どの 肝腫瘍性病変の
外科的切除時に , 腫瘍部 より経れ た 肝実質よ り得 られ た 7例の 肝組織 より , コ ラゲ ナ
ー ゼ 濫読法と コ ラ ー ゲ ン ゲル 上 移植片培
養法 によ り行 っ た . さ ら に, 60歳男性の 肝内胆管細胞癌の 腹膜転移巣 か ら , コ ラ
ー ゲ ン ゲ ル 上 移植片培養法 を用い て樹立され
た ヒ ト胆管細胞癌 (C C K Sl)を培養胆管細胞癌細胞 と し て用い た . Ⅰし6 お よ び Il;6 レ セ プタ
ー の 発現 は ア ピ ジ ン ー ビ オナ ン ー
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ複 合体法を用 い た 免疫組織化学的染色に よ り行 っ た . Ⅰし6 mRN Aの 発現 は, 組織 内 ハ イ 7
0
リ ダイ ゼ イシ ョ
ン (in situ hybridiz atio n, IS H) 法によ り検討 した . 培地上 宿中の IL:6 は E LIS A法を用い て測定 した ･ IIJ6 は, 正 常肝組織で は
肝内胆管上皮の 胞体内, 特 に 内腔側 に発現 した . 一 方 , E B O, V-C AH, P B C で は, 胆管上 皮細胞の Ⅰし6 の 染色強度 は増加 し,
特 に P B Cの 障害胆管上皮で強い 発現が み ら れ た . IS H法で の 検討で は , P B Cの 肝内胆管細胞で I し6の mRN Aの シ グナ ル が
得ら れ た . Ⅰし6 レ セ プタ ー も こ れ ら障害胆管 に部分的に発現 し て い た . 初代培養を行 っ た胆 管上皮 馴包で は , 細胞 質に Ⅰし6
蛋白, IL 6mR N A, Ⅰし6 レセ プタ ー の 弱い 陽性所見が み られ , 培 地上 清中にⅠし6 が検出さ れ た. 次 に, 外科的 に切 除 した胆管
細胞癌で の 検討 で , 分化度の 高 い 例で 癌細胞 そ の もの にⅠし6 の 強い 発現が み ら れ, 分化度の 低下 と 共に Ⅰし6 の 発現が 減少 し,
低分化症例 で は 陰性例が多くみ ら れ た . ま た 同 一 症例 で 分化度の 違う痛 の 領域が混在 し て い る例で は, 分化度 が高 い 部分で
Ⅰし6 の 強い 発現が , 分化度の 低 い 部分 で Ⅰし6 の 発現が 低下 ある い は 陰性化する傾向が み ら れ た. また , 分化度の 高い 胆管細
胞癌細胞で Ⅰし6 m R N Aの シ グ ナ ル が 得 られ た.
山 方 , 肝 内胆管癌細胞株 C C KSlの 培養細胞で は, 散 在性 に
一 部の 胞体 に1 し6
の 発現が 強く見 ら れ, Ⅰし6 レ セ プ タ ー の 部分的発現, 軽度 か ら 中等度 の Ⅰし6 mR N Aの シ グナ ル も得 ら れ た･ 以-じ, IL 6 は 正
常 の ヒ ト肝内胆管 上皮に微量 な が ら存在 し, 胆管系 の 炎症や 門脈域 の 炎症性病変 で は胆管-l二度で の IL-6 の 産生 が 高 まり ,
オ ー トク ラ イ ン 機序 を含め こ れ ら 病変の 発生 に関連す る こ とが 示 さ れ た. また ヒ ト胆管細胞癌で は, 分化度の 高い 例 で は Ⅰし6
が高率, 広汎 に発現 し, 分化度の 低い 症例 で は散在性 に発現 , ある い は 陰性化する こ と が示さ れ , Ⅰし6 は胆管細胞癌 の 分化 に
関連す る因子と して オ ー トク ラ イ ン櫻 序に よ り働く こ とが 示唆 され た. 肝内結石症に合併する胆管細胞癌 で の 検討で は, Ⅰし6
は前痛病変である胆管 卜皮デ イ ス プラ ジア に も発現 し てお り, 胴管細胞癌 の 発病段階で関与す るもの と 考え られ た ･ な お , 胆
管痛細胞の 増殖と Ⅰし6党規 と は負 の 関係 にあり, Ⅰし6 が胆管細胞癌 の 増殖促適泄=
'
･ と す る所見は 得られ なか っ た ･
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イ ン タ ー ロ イ キ ン6(Interle ukin -6, II:6) は多くの 機能を有す
るサ イ ト カイ ン の 1 種で あり, その 標 識組織や細胞も多種類に
及ぶ1卜 6). Ⅰし6 の 作用 の 中で , 炎症性 サ イ トカ イ ン と し て の 機
能が代表的で あり, 細胞障害性丁細胞 の 増殖 ･ 分化誘導, B細
胞の 抗体産生細胞 へ の 増殖 ･ 分化誘導が知 ら れ てお り, マ ク ロ
フ ァ ー ジ に対 し て も分化誘導作用を有す る こ と が 知 られ て い
る
7)8-
. さ ら に, 肝細胞 に対 して も急性期蛋白質の 産生 誘導を行
う9)1(-)と され て い る . 最近, I L 6 と腫瘍 との 関連性も注目され て
い る. すな わち, 骨髄腫 , 勝胱痛, 腎細月鮎臥 骨肉腫, 神経膠
芽鹿, 子宮頸癌な どで Ⅰし6の 産生 が腫瘍組織を用い た免疫組織
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化学的検討や腫瘍細胞 の 培養法で明 ら か に され て お り11) 1こi), さ
ら にⅠし6 が増殖促進国子と して , あるい は分化 ･ 増殖誘導因子
と して ある い は増殖抑制因子と して l 骨髄腫, リ ン パ 腫, 腎細
胞癌 , 肺癌, 乳癌の 発生 ･ 進展に 関連す る こ とが 報告 され て い
る
1封 l瑚
. ま た最近, 王し6 の 遺伝子異常 を認め る 疾患もい く つ か
報告され てい る. すな わ ち, 慢性関節 リ ウ マ チ な どの 自己免疫
疾患, 心房内粘液腫 や キ ャ ッ ス ル マ ン症候群 な どで は IL 6の 遺
伝子異常が疾患 の 発生 , 進展 に 関連す る こ と が 示唆 さ れ て い
るl
モl) 3ニl〉
胆道系疾患 とⅠし6 との 関連性に つ い て 最近, 2, 3の 報告が
な され て い る . すなわ ち, Emilie ら は , 正 常肝の 門脈域 にお い
て 門脈周囲の 結合組織や 門脈壁 に Ⅰし6 m R N Aの 発現を認め た
と 報告し24}, M atsu m ot らは Iし6 が初代 ヒ ト肝内胆管培養細胞
の 細胞増殖, D N A合成 を促進 し, 培 地に Ⅰしり や ホ ル ポ ー ル
ミ リ ス テ ー トア テ ー トを加 える と培養胆管上皮で の Ⅰし6 の 産生
が促進 さ れ る と報告 して い る25). しか し, ヒ ト肝内胆管系で の
Ⅰし6 の 発現を病理学的, 免疫病理学的な観点か ら , 詳細 に検索
し た報告は未 だな され て い ない .
そ こ で 今 軋 ヒ ト肝組織切片お よ び肝内胆管上皮 の 培養細胞
を用 い て , 肝内胆管上皮細胞 と胆管細胞癌上皮で の Ⅰし6, Ⅰし6
レ セ プ タ ー お よ び Ⅰし6 m R N Aの 発現を検討 し, 胆管系疾患 と
I L 6 との 関連性を病理学的観点 か ら検討 した の で報告す る .
材料 お よ び方法
Ⅰ . 材 料
1 . 肝組織材料
今回の 検索 に用い た ヒ ト肝組織材料 を疾患別 に表1 に示す.
1 )非膿瘍性肝組織
ILE常肝 8例 , 原発性胆汁性肝硬変 (prim ary biliary cir rho sis,
P B C)15例, 肝外 閉塞性黄痘(extr ahepatic biliary obstruCtio n,
E B O) 4例 , ウ イ ル ス 性 慢性活動性肝炎(viral chr o nic active
hepatitis, V -C A H) 9例 (B型2イ札 C型 7例) の 外科的生検お
よ び 針生検の 凍結肝お よ び こ れ らの 症例の 10 %中性緩衝 ホ ル マ
リ ン 固定後 パ ラ フ ィ ン 包捜肝を用い た (表1). い ず れ も成人例
である ･ なお , 生 検肝 を切片作製月ヨ至適温度 (optim u m c utting
te mperature, O C¶ 化合物 (M iles, Elkha rt, U SA)に包捜 し液
体窒素内で凍結 し, クリ オス タ ッ ト mss u eT 故, M ile s)で 5/Lm
の 凍結切片を作成衡 風乾 し, 使用時 ま で-80 ℃ で保存 した .
なお 以~Fの 検討で は , 凍結 切片を100 %ア セ ト ン (和光純薬, 大
Tablel･ T helivertiss u e specim en sused in tl-is study
No n- ne Oplastic and
n e oplastic dise ases
P rim arybiliarycilT OSis
Extr ahepaticbiliaryobstru Ctio n
C hr o nic activ ehepatits
Nor m alliv er
Chola ng10 C ar Cin o m a
M , m ale;F,fe male.
No . of
阪) で 5 分間固定後, 使用 した . ま た, ホ ル マ リ ン 固走 パ ラ フ
ィ ン 包埋 ブ ロ ッ ク より , 4 ､ 5〃 m の 切片 を2 0枚以 上 作成 し, そ
の 内4 ､ 5枚を H E染色 な どの 病理 組織診断用 の 染色 に用 い , 残
り を以 下 に 述 べ る 免疫組織化学的検索な ど の 検討 に用 い た .
各々 の 症例の 診断 は, 臨床 所見, 検 査成績, 病理 組織所見を総
合 して 行 っ た .
2) 胆管細胞癌組織
外朴的切除 され た胆管細胞癌43症例の10 %r･fコ性 繚衝ホ ル マ リ
ン 固定後の パ ラ フ ィ ン 包塩標本を用 い た . 全て の パ ラ フ ィ ン包
埋 ブ ロ ッ ク より , 4 ～ 5/上 m の 切 片 を作成 し, そ の 内4 ､ 5枚を
HE 染色な どの ル ー チ ン 染 色を行 い , 病理組織学的検索 に供 し
た ･ 残F)の 切 片を免疫組織化学的検索な どの 検討 に用い た . 胆
管細胞癌の 組織型 お よ び 分化度 は, H E染色と ム チ カ ル ミ ン 染
色, ア ル シ ア ン 青 pⅢ2.5 染色を用い て , 外科 ･ 胆 道痛取り扱い
規約狗 に従 い 分類 し た . こ れ ら43症例 の 内訳 は , 乳頭状腺痛3
例, 高分化型管状腺痛 9例, 申分化型管状腺病50例 , 低分化型
管状腹痛1 5例 , 粘液痛 1例 で あ っ た . 但 し, 乳頭状腺病1例,
高分化管型状腹痛 2イ礼 申分化型管状腺癌18例, 低 分化型管状
晩痛5例は同 一 症 例の 別 の 部位か ら採取 した 組織標本である .
ま た , 4 例 は 肝内結石症 (い ず れ も ど リ ル ビ ン カ ル シ ウ ム 石)
を合併 し てお り, 癌部 に接 した 肝内胆管上皮 には 異型性の ある
胆管上皮の 過形成(デ イ ス プ ラ ジ ア) が み ら れ だ
7)
. ま た, 結石
を 含有す る肝内胆管 で は胆管壁の 線碓性肥厚と肝内胆管付刷泉
の 増生 が み られ た28).
2 . ヒ ト肝内胆管上皮の 初代お よ び 継代培養
当教室で確立 した コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 上 で の 胆管上 皮培養法㌣ Ⅷ
を 用い て , ヒ ト肝 内胆管 上皮 の 培養を行 っ た . 材 料は , 原発
性 ･ 転移性肝癌 の 外科的切 除例 で腫瘍部より離れ た 部位より得
ら れ た肝組織 (栂指頭大) である . なお t こ れ ら の 肝組織標本
に は腫瘍細胞が含まれ て い な い こ と を組織学的に確認 した . こ
れ らの 組織 は組織学的 に正 常肝6例, 肝硬変 4例 , Ⅴ-C A Ⅲ 4例
に分類さ れ た . こ れ らの 肝組織 の 一 部 は , 10 %中性横衝 ホ ル マ
リ ン 内で 固定 し, ル ー チ ン の 染色に よ る痛理 組織診断, 組織学
的検索お よ び 免疫組織化学的検索 に供 し た . 残 り の 肝組織を用
い , 以下 の 如く肝内胆管 ヒ度細胞の 初代およ び継代培養を試みた.
胆管 上皮細胞 の 培養方法 を具体的 に述 べ る. まず , 肝 組織の
肝切離面の 動静艦内 へ 静脈溜置針(24 G, テ ル モ , 東京) を仲 人
し, ペ リ ス タ ポ ン プ (M a ste rne x, C hic ago , U S A) をFHい てカ
ル シ ウ ム 不 含 Hanks 液で 湛流 し脱血 を行 っ た . 次 に , 0.04(‰の














6 7.4 ± 7.5
C utting te mperatu re;P FAparaform al dehyde;P B C, Prim arybiliary cirrhosis;P B S, pho sphate-bu 触r ed s alin e;P SC,
prim ary scler osing chola ngitis;R A, rhe u m atoid arth rits;StreptA B C/A P, Str eptavi din e-biotin c o mple xwi thalkalin e
phosphatas e;¶l,helperT cell;VC A H, viralchro nic activ ehepatids
ヒ ト肝内胆管系で の Ⅰし6の 発現
コ ラ ゲ ナ
ー ゼ (コ ラ ゲ ナ ー ゼ S-1, 新 田 ゼ ラチ ン , 大阪) と
0.00 5 % トリ プ シン イ ン ヒ ビ タ ー (Sigm aChe mic al Co , St.
b uis, U S A) を含む pH 7.4 の H am F-12(Flo wIAbo r atorie s,
h血 e, UIq 培養液(以 下 , コ ラゲ ナ ー ゼ溶 液)を10分間港流 し,
肝実質を可及的 に消化した . その 後, ク シ と歯 ブ ラ シで 肝細胞
を剥離除去 し, 胆管樹 仲山aⅣ 廿e e)を作製した . 次 にカ ル シウ
ム 不含 Ha nks 液中に月旦管樹を浮遊 させ , マ イ ク ロ サ
ー ジ ャ リ
ー 用の ハ サ ミ と ピ ン セ ッ ト (夏目 製作所, 東京)を用い て月旦管
樹を稚切 し微小組織片を作製した . こ の 微小組織片を ホ ル ス コ
リ ン (br skolin)2.5/瑠/ml(和光純薬), ヒ ト
ー リ コ ン ビナ ン ト
類表皮増殖因子 (epide r m algr o wth fa cto r, E G F)2 5ng/ml
(Upstate Biote chn ology, Ne wYo止 , U S A), ヒ ト
ー リ コ ン ビナ
ン トイ ン ス リ ン 10〃g/ml(和光純薬), ペ ニ シリ ン G lOO単位
/ml(明治製菓, 東京), ス ト レ プ ト マ イ シ ン 1 00一喝/ml(明治製
菓), ヒ ト ー 7) コ ン ビ ナ ン ト肝細胞増殖因子 01 epatO Cyte grO W也
fa ctor , H G F) (Sigm aC he mic al)10mg/ml, 10 %牛胎児血清
(lbtalcal fse ru m, F C S) (Gibco, Ne w Yodく, U SA) を含む ダル
ベ ッ コ 変法イ ー グ ル 培 地(Dulbe co
'
s modi丘c atio n of Eagle
'
s
m ediu m, DME M) (Flow lふb)/H am F-12(Flo w Lab)等量培養
液に浮遊 させ , 5 % C O2 イ ン キ エ ペ 一 夕 ー 内で 2 日間, 浮遊
培養 し た . 次 に , 0 . 3 %酸 可 溶性 Ⅰ 塾 コ ラ ー ゲ ン ゲ ル
(Cellm atrix Ty pe トA, 新 田 ゼ ラ チ ン ), 10倍 濃 度 の
D M E M/Ham F-12等 量培地, 2.2 % NaH C O, お よ び 20 0m M
H E P E S(和光純薬)を含む 0.05 N NaO H溶液 を そ れ ぞ れ 8 :
1 : 1 の 割合で混和 し, それ を細胞培養皿 (径 59m m, Co ming,
Ne wYo侃 U S A) に 5ml注入 し, ゲ ル 化 (固化) する前に 4 ℃の
冷蔵庫 (三洋, 大阪) に 一 時 的に保管した . 次 に 2 日間浮遊 し
た胆管樹 の 微ノト組織片 を ピ ン セ ッ ト を 用 い て , 培 養移植片
(explant) と して コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 培地(ゲ ル 培地)上 に静置 した .
37℃で ゲ ル 化 した後 , 37 ℃, 5 % C O2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内で
培善 し, 初代培養 を行 っ た . 培養 液は 3 日毎 に交換 し, 裡 時的
に 2 週間ま で 位相差顕微鏡(オ リ ン パ ス , 東京) で 観察 した .
なお , 予備実験で行 っ た初代培養で は , 培 養移植片か ら月旦管上
皮細胞が コ ラ ー ゲ ン 上 を増殖, 進展 し, 問質細胞 は コ ラ ー ゲ ン
ゲル 内ある い は上 皮直 下で 増殖 した . 培養開始後3 ､ 5 日まで
は月旦管上 皮細胞 の 増殖速度が問質系細胞よ り速く発育先端 を形
成して い る が , 培 養開始1週間 ､ 10 日目で は 間質系細胞が 上 皮
細胞の 増殖先端部 に追い つ き, 追 い 越す現象が しば しば見 られ
た. そ こで , 本実験で は , 初代培養開始 5 日 ､ 1 週間目 に位相
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差顕微鏡下 で , 培養移植片と主 に問質系細胞の 増殖が見られ る
コ ロ ニ ー 中心部の 領域を ハ サ ミ と ピ ン セ ッ トを用い て ゲ ル 培地
ご と 除去 し, で きる だけ胆道系上皮成分の み の 培養を試み た .
そして , 培養開始後 2週間目の 培養標本 の 一 部を10 %中性緩衝
ホ ル マ リ ン に固定乳 パ ラ フ ィ ン包埋を行い , 塑の 如く4～ 5〃m
の パ ラ フ ィ ン切片を作成 し, 組織学的検討 お よ び免疫組織化学
的検討 に用い た . 残り の標本を肝組織凍結切片作成 に用い たと
同様に O C r化合物に包塊後凍結し, 5〃m の 凍結切片を作成 し,
以 下の 免疫組織化学的検討 , 組織内 ハ イ プリ ダイ ゼ イ シ ョ ン
(in situ hybridiz ation , ISH) 法 に よ る検討 に用 い た . なお, 培
養移植片 を 3週間 ､ 4週 間培養を行っ た場合, 問質細胞の 増生
が優位となり, 上 皮細胞 の 同定は困難となっ た . 将 に高度の線
維化を伴 っ た病的肝組織で は , そ の 傾向が明瞭であっ た .
次 に胆管系 に上 皮細胞の み の 継代培養を試み た . 初代培養に
お い て培養移植片より上皮細胞 が ゲ ル 培地上 を単層性 に増殖進
展 し, 増殖先端部で は 問質細胞 の 混入 の ない 上皮細胞 のみ か ら
な る領域 が所 々 に認め ら れ た . そこ で , 上 皮成分の み か ら なる
部位 を位相差顕微鏡下 で 選択的に ゲ ル 培地 ご と切離 し, 別の コ
ラ ー ゲ ン ゲ ル 上 に培養移植片と して移植 し, 月旦管上 皮細胞 の み
の 継代培養を 2週間行っ た . そ して そ の 培 養液中の Ⅰし6 の濃度
を以 下 の 如く , E uSA 法で の 測定 に供した . なお , この培地中
に は 開架細胞は含ま れ てお らず, この 方法の た め に用い た培養
液中にも ヒ トI L 6 は全く含まれ て い なか っ た . した が っ て , こ
の方法 によ り培養液中 に検出さ れ るⅠし6 は培養月旦管上皮か ら分
泌 さ れ るⅠし6そ の もの を測定 して い る と考え られ る (後述).
3 . ヒ ト肝内胆管細胞痛の株化癌細胞(C C K S l)の 培養
ヒ ト肝内月旦管細胞癌株 C C K Sl は, 60歳男性の月旦管細胞癌患
者の 腹膜転移巣の 一 部をヌ ー ドマ ウ ス 皮下 に移植 し, さ ら に コ
ラ ー ゲ ン ゲ ル 上 培養移植片培養法 を用 い て痛細胞を鈍化 し, 株
化 した もの で あるコ】 . なお , 摘出腫瘍 の 組織像 は櫛状構造を示
す申分化型腺病であ っ た . 株化 した 癌細胞は現在100代 を越え
て維持 され て お り , その 倍加時間は 00時間で , 単ク ー ロ ン性 に
増殖 し, 染 色体数 は63個 で ある . CC ESl は 上皮性結合を示す
多角形細胞で , シ ー ト状単層性 に増殖 し粘液産生 が認 めら れ る.
ヌ ー ドマ ウ ス の 皮下 へ の 再移植が 可 能で あり, 移植部の 組織像
は腹膜転移巣の 痛組織 と向様の 粘液染色陽性 の 概状 の 構造を示
す申分化腺病を示 した.
C C K Slを培養フ ラ ス コ (Co sta r, Ca mbridge, U SA) 内で コ
ン プ ル エ ン トな状態 にな るまで培養増殖 させ た (平均2 ､ 3週
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間). 次 に, 増殖 した 癌細胞 を細胞 ス ク レ パ ー (Co sta r) を用い
て 機械的に剥粧 し, 培 養液を遠心(800rpm , 5分)し, 沈鐘中
の癌細胞 を回収 した . 次い で , 培養液で沈達を十分洗浄 した後,
1且b l ℃K チャ ン バ ー ス ライ ド(1穴) (Nu nc, N叩 e rvi11e, U S A)
上 に散布 して , 血清培地 で癌細胞が コ ン フ ル エ ン トな状態 に達
するまで培養を続けた(平均1週間). その 後 , L m E チャ ン
バ ー ス ラ イ ドの 各穴をリ ン酸緩衝液 bh 7.6)bhosphatebu 鮎r
S a血 e, PI∋S)で 洗浄し, 冷1 00% ア セ トン (和光純薬) で 2分間
固定 し, 風乾 し, 以下 の 免疫組織化学的お よ び IS H法によ る検
索 に供 した.
ヌ ー ドマ ウ ス 皮下 へ の C C ES l の再移植を以下 の 如く行 っ た .
つ まり, 100単位/ml ペ ニ シ 7) ン G(明治製薬), 100FLg/mi ス ト
レ プ ト マ イ シ ン (明治製薬), 10 % F CS(Gibc o) を含むI)M E M
(Flo w b b)/Ha m F-12(m ow)等量培養液内 に, C C E S lを5.0×
10
5 個 に な る様に調整 し, ヌ ー ド マ ウ ス (B A L B/c n u n u, 日 本
S L C, 浜松) の 皮下 に注射 した. そ の 結 軋 2 ケ月 後 に皮下 に
TCCGGCA C AG GCGC CT TC GG TC C A GT TG CC TT CTC C CT GG 2 0 0
GGCT GC TC CT G GTqTTGTTG C CT G CT CT TC CC TGCCCC Z4 0
A GT A CC CC C A G G AG A ATT C C A A A G A TG T AG CC G CC CCA280
T CT TT CC C AG AC TGT A AC A A G AGTAAC AT G TG TT G A AA 1 4 40
C A G CA^ AGA G G CA C TGG CA G A A A A CA ACT G A AC CTT CA 1 48 0
A 4G A T GGCTG A A A A 6A T G G A TGC T CA A TC TG G ATTC 1 5 2 0
CTG G TGA A A A TCA T CACTGGT CT m G GAG m GAG G TA T2 2 8 0
A C CT A G A GT A CCTCC A G A A C A G A TT TG A G A GT A G TAG GA2 3 2 0
旦C A A GC CAGA G C TG TG C A G A T GAGT AC A AG TC CTG A T C Z 360
Fig･1･ n e n u Cleotide sequ e n c e ofge n o mic D N Ae nc oding
hu m a nIIJ6. 771e uPPeris丘
･
O m the e x o n2 ar e a,the middle
B
･
O mthe e x o n3 a re a, and thelo wer&om the ex o n4 ar e a Of
this ge n omic D N A Nu cle od de s equenc e s(oligo n u cle o也de)
u sedforin situ hybridiz atio n m ethod in th is study a re
u ndedined.
小 豆大 の 腫瘍形成 が み られ た ･ マ ウス を エ ー テ ル 麻酔で屠殺し
た後, 皮下 腫瘍 に割を入れ , 10 %中性ホ ル マ リ ン 内で 固定後パ
ラ フ ィ ン 包埋を行 い , そ の 後約20枚 の 4 ～ 5甚m 切片を作成 し,
H E染色な どの ル ー チ ン 染 色で 組織像を検討す る と 同時 に, Ⅰし
6 の免疫染色を行 っ た .
Ⅰ. 検討方法
1･ Ⅰし6 お よ びI L 6 レセプ タ ー 発現 の免疫組織化学的検討
Hs u ら
封】に従 い , 通常 の ア ピ ジ ン ー ビ オチ ン ー ペ ル オ キ シダ
ー ゼ複合体 (a vidin-biotin-pe rO Xida s e c o mple x, A B C/PO)法に
よ り以 下 の 免疫組織化学的検討 (免疫染色)を行 っ た . 使用し
た抗体とその最適濃度を表2 に示す. まず Ⅰし6 と Ⅰし6 レセプ
タ ー の 発現 を凍結切片, パ ラ フ ィ ン包埋 (肝組織切札 コ ラ ー
ゲ ン ゲ ル 上 培養細胞月旦管 上皮) お よ び C C KS lを培養 した h♭
T E E チェ ン バ ー ス ラ イ ド (チ ェ ン バ ー ス ライ ド)を用い て検討
した.
まず, 凍結切片お よ ぴ チ ェ ン バ ー ス ライ ドを P B S内に浸積
し, 抗 ヒ ト Ⅰし6 モ ノ ク ロ ー ナル 抗体 と抗 ヒ ト Ⅰし6 レセ プ ター
α 鎖ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体を用い A B C法で 免疫染色を行 っ た.
なお , 今回検出を試み た Ⅰし6 レセ プ タ ー α 鎖は 分子量 80k Da
の 糖蛋白で低親和性 に Ⅰし6 と結合す る. なお , Ⅰし6 とⅠし6 レ
セ プ タ ー α 鎖 の 複 合体 が , 分子 量 130k Da 膜 蛋白 の糖蛋白130
に結合 し細胞内 の シ グナ ル 伝 達 に 関連す る こ と が 知 られ て い
る 喝喝 ･ 凍結切片 お よ びチ ェ ン バ ー ス ライ ドを0.3 %過酸化水素
田20J 添加 メ チ ル ア ル コ ー ル 液中で30分間反応 させ , 内因性 ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ を失宿 させ た . 次 い で , 0.01 %ア ピ ジ ン (ア ピ
ジ ン D, Ve ctor Labo rato ry, Bu rlinga m e, U S A) で20分間,
0･001 % ビオ チン (和光純薬) で20分間反応させ内因性 ビ オチ ン
を失活 させ た . 次 に, 切片を10% の 非免疫動物 (Ⅰし6 の場合は
馬 血清 , Ⅰし6 レセ プ タ ー の 場 合は 山羊血清) 血清で20分間, 室
温 で処理 し2次抗体 の 非特異的結合を阻止 した. 次 に , 予備実
験 に よ っ て 決め た 最適濃度(表 2) に P B S で希釈 した 一 次抗体
を 反応させ た . 次 に, マ ウス IgG に対する ビオチ ン化 2次抗体
(鳳 IgG) Ⅳe cto r)お よ び家兎 IgG に対する ビオ チ ン 化 2次抗
体(山羊, IgG) を P BS で200倍 に希釈して室温で 1時間反応さ
Fig･ 2･ Im m u nohistochemicalstaining of ILr6 0 n the bile du ct in hu m an n O r mal 1iver, u Singthe mon o clonal 仏) and polyclonal(B)
and bodiesagainsth um anIL 6･ ㈱ In 加 z e nb er se ctio n,Iし6 isexpressed dighdyto m ode ratelyin thecytoplasm of the s mal1biledu ct
(m o w)･ 田)h pa raf he mbedded liv e r s ectio n,Iし6is express edsughOyinth tcytopla s m ofthebile s mal1 du ct(ar rOWS). Mu scular C enS
Of hepatic a rteri alelem ent ar ealso s王ghtlypositiv eforIl]6(a rro whe ad)Im m u n os taining(A B Cm ethod) and he matoxylin ㈱ or
m e血 廊 e n(B), ×2 00仏)弧 d X200田).
ヒ ト肝 内月旦管系で の Ⅰし6の 発現
せ, A B C/P O溶液 Ⅳe cta stain A B C kit) Ⅳe cto r) 内で30分反応
後 , 0.0 3% Ⅲ202 添 加 ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (3, 3
'
･
diamin obe n zidin e, D A B) (Sigm aC he mical) で発色させ た ･ そ
の 乳 ヘ マ トキ シリ ン で 核染後, 脱水封入 し鏡検した ･ なお ,
各々 の 反応の 間 に切片あ るい はチ ェ ン バ
ー ス ライ ドを P B S内
で3 国以上十分 に洗浄した.
次に , ホ ル マ リ ン 固定 パ ラフ ィ ン 包埋切片を用い て , ポ リ ク
ロ ー ナ ル , モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体 により ヒ トI M の発現を検討 し
た. 型の 如く脱パ ラ フ ィ ン を行 っ た切片を, 0.3 % H202 添加メ
チ ルア ル コ ー ル 液中で30分間反応させ , 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼを失活させ た . なお , モ ノ ク ロ ー ナル 抗体使用 の場合, あ ら
か じめ切片を蒸留水 に入れ , Sbi ら
37)に従 い マ イ ク ロ ウ ェ イ ブ
処理を行 い 抗原の露出増強を試み た . 次い で , 非特異的結合反
応を低下ある い は防止する た め, 切片を10 %の 馬血 清ある い は
10 % の家兎血清で20分 吼 室温で処理 した. 次に , P BS で最適
濃度(表2) に希釈した モ ノ ク ロ ー ナ ル あ るい は ポリ ク ロ ー ナ
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ル Ⅰし6 抗体を, 4 ℃で 1 晩反応させ た . 次 に, マ ウス IgG に
対する ビオ チ ン化 2次抗体 (馬, IgG, 1 :200)Ⅳecto r) ある
い は ヤ ギ IgG に対する ビ オチ ン 化 2次抗体 (家兎, IgG, 1 :
200) CVector)を室温で 1 時間反応 させ , A BC/P O溶液 Ⅳe cto r)
内で30介反応後, 0.03 % H202 添加 D A B で発色させ た . その後,
メ チ ル グリ ー ンで 核染後, 脱水封入 し, 鏡検した . なお各々 の
反応の 間に は, 切片を P BS内で 3 回以上十分に洗浄 した.
月旦管細胞癌 で の lし6 の 染色程度を , その 範囲と程度によ
り 抽 , + , + , 一 に分けた (棉 , ほ とん どの 摺細胞が陽性のも
の ; ♯, 半 分位 の痛細胞 が陽性のもの ; +, 部分的に癌細胞が
陽性の もの ; - , I L-6 の発現 が ない もの). なお , 染色強度
は , 榊 例で 強く , + 例で 弱 い 傾向が あっ た . しか し, + で も
Ⅰし6 の 強い 発現を示す例, 肘 で も弱陽性を示す部位を混在する
例もみ ら れた .
2 . Ⅰし6 と Ei67の 2重染色
次 に, 部位 に より 2種以上 の 分化度を示す 5例 の 胆管細胞癌
Fig. 3. Im m u n ohisto che micalstai ming ofIIJ6 0 nthed am aged s mal1 bile du ctinprim a rybilia ry cirrho sis, u SiJlg the m o n o clonal仏) and
polyclo nalO3) andbodie sagain sthu m anI し6. (朗 In 血
･
OZ e nliver sectio n. rL6is e xpre ssed m ode ratelyin the cytopla s m ofthe bile s mall
du ct(ar ro w s). O3)h par 組 1 e mbedded liv er s e ctio n,Ⅰし6 is expre ss ed m oder ately o nthebile s mal1 du ct(au
-
rO W)･ M u s cula r c ells of
a rteri al bran che s ar ealsopo sidvefbrII)6. Im m u n o staining(A B Cm ethod)a nd he m ato xylin仏)o r m ethylgre e n(B), ×200仏) and X200
田).
A B
Rg. 4. Il/6 m R N A in thebiliaryepitheu alc ellsde m o n strated byin situhyb ridizatio nte血niqu e. 仏)In prim arybiliaJyCirrho sis,Signalsof
Iし6mR N Aar edetected in the cytopla s m ofso m ebiliary epitheli alcells(arr o w s). O3)In hu m anin tral1ePatic bili叩 ePitheli alcells
Cultu red o n c ollage ngel for2 w e eks(prim a ry c ultu r e), Signals of lし6m 札軋I ar edetected in the cytopla s m ofso me cul tu redcells
(m w s). lmm u n o staining 仏 M m ethod) and he m ato x沖n, ×200W and X200田).
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を用い 癌細胞で の Ⅰし6 の 発現 と癌細胞 の 増殖活性 と の 関連性
を , Ⅰし6 と K 沌7の 2 重免疫染色に よ りホ ル マ リ ン 固定 , パ ラ
フ ィ ン包盤切片 を用 い 検討した . Ⅲ67 は G｡ 期 , 初期 の Gl 期
以外 の 細胞の 核に 出現 し, 病理組織学的 に細胞増殖 マ ー カ ー と
して汎用 され て い る 瑚
､ 岬
. 型の 如く脱 パ ラ フ ィ ン を行 っ た 切片
を , 0.3 % H202 添加メ チ ル アル コ ー ル 液中で30分間反応させ内
因性 ペ ル オキ シ ダ ー ゼ を失宿させ た. 次い で , 非特異的結合反
応を低下ある い は 防止する た め , 切片を10 %の 家兎血清 で20分
軌 室温処理した . 次 に Ⅰし6 に対す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体を
4℃で 1 晩反応させ た . その 後, ヤ ギIgG に対す る ビ オチ ン化
2次抗体(家兎, IgG, l :200) Ⅳe cto r)を室温 で 1 時間反応
させ , 次い で ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 結合ス ト レプ トア ピジ
ン ー ビオチ ン 複合体 (str epta vidin-bio血 c o mplex with alk alin e
pho sphatase , Strept A B C/AP)(D A K O, Glo strup , De n m a珠)
内で30分反応乳 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ b tl(フ ァ ー ス ト
レ ッ ドを発色試薬 と して 用い て い る) Ⅳector) で発色 させ た .
Fig･ 5. Im m u n ohisto chemic alstaining ofI L-6 in hu m a n
in tral1 epaticbiuary epitheli alc ells c ulturedon c o11age ngel for
2 we eks(prim a rY Cultu re). ⅠIJ6 i$ e Xpre SS ed in the periphe ral
CytOplasm of由m os tc ultu red c eus(a rrow s). Im m u nost aining
(A B Cm ethod) and he m oto xyh , ×200.
Fig･6･ Im m un ohistodl e micalstain ingofIl/6re c epto ra ch ain
in hu manintr ahepaticbiliary epithelial cells c ultured on
C Ollage n'gel for2 weeks(prim ary Cultu re). I L 6rec eptor α
Ch ain i$ S e e ndifhselyin the cytopla s m ofc ultu red bilia ry
印itheh alcells(a N OWS). Im m u n o staining(A B Cmethod) and
he m ato xylin, ×20 0.
そ の 後 , 水 道水 と P B S で十分 に洗浄 し, 0.1 % トリ プ シ ン
m此 o h bo ratorie s, Detroit, U S A)溶液 肝BS, pH 7.5)で37℃
20分反応 させ , 冷 P B S で反応を停止させ た. 次 い で , 10m M
ク エ ン 酸横衝液 pH 6 の溶液で 5 分間 3回の マ イ ク ロ ウ ェ イブ
C
ng･ 7･ Im m u n oh isto che mic al staining of I L 6 in
CholanglOC a r Cinom a sho wing v a riable histologl C
di 蝕re ntiatio n. 仏)I L･6 isstained di凪1Sely in the cytoplas m of
p 叩illaryaden o c ar Cino m a. 田)Ⅰし6 is mode rately e叩 re SSed in
the cytoplasm of m oder at ely diffe r e ntiated tubular
aden oca rcinom a. So m e c a r cin o m a c ells show adiffuse
St aining patte m (arr O W S) and the othe rs a m e mbr an O uS One
(a r r o wheads). (C)I し6 isha rdly dete ctablein po o rly
diffe r e ntiated tubular ade n o c a r cin o m a. Ar ro w sho w sa n
e ntrappedI10n
-n e Opla sticinte rlobularbile du ct sho wing an
m oder ate expre sio n of I し6 in the cytopla s min thetu m or･
Im m u n o stain ing 仏B Cm ethod) aJld he m ato xylin, ×200(朗,
×2 00田), a nd X2 00(C).
ヒ ト肝内月旦管系で の Ⅰし6 の 発現
で処理 し, 抗原の 露出増強 を試み た . その 後, 10 % ウマ 血 清で
室温で3 0分間反応さ せ た 軋 1 00倍希釈 の抗 ヒ ト Ki67抗体
(M IB l, Im m u n ote ch, M ar S eille, Fr anCe)を室温で 1 時間反応
させ た . そ の 後 , マ ウ ス IgG に対す る 2 次抗体 (馬, IgG,
1 :200) Ⅳe cto rIAb) を室温で 1時間反応させ A B C/P O溶液
Ⅳe cto r) 内で30分反応後, 0.03 % H202 添加 D A B で発色させ ,
ヘ マ トキ シリ ン で 8秒間核染後, 脱水封入し鏡検した . Ⅰし6 は
フ ァ ー ス ト レ ッ ドで 赤色 に, ま た Ⅲ67 は D A B で褐色 に染色さ
れ, 両者 の 識別は光学顕微鏡的 に可能であっ た . 観察は主 と し
て光学顕微鏡で行い , 確認の ため 共焦点 レ ー ザ ー 顕微鏡で の 観
察も行 っ た . なお , 各々 の 反応の 間 に は, 切片を P B S内で 3
回以上 十分に洗浄した .
月旦管細胞癌 で の Ⅰし6 と 氾67の 発現の 関連性 を以下 の 如く検
討した . つ まり, 弱拡大 レ ベ ル で Ⅰし6 を発現 して い る部位と
Ⅲ67を発現 して い る部位をサ ー ベ イ し, 両者 の 関係 を検討 し
た . 次 い で , 月旦管細胞癌の分化度別 に Ⅲ67の 発 現と検討 した .
また Ⅰし6 陽性 の痛細胞1∝沿個 と Ⅰし6 陰性 の 痛細胞1(氾0個中で ,
各々 B 67発現を示す癌細胞の %を求め , 両 群を比較検討 した ･
なお , 免疫染色の 特異性は以下 の如く検討 した . 第
一 に , 免
疫染色の過程で 一 次抗体 の代 わり に P B Sあ る い は非免疫動物
血清を用い る こ と に より陽性像 が得 ら れ ない こ と によ り確認し
た . 第二 に, 1 00倍 に希釈したⅠし6 ポリ ク ロ
ー ナ ル 抗体溶液に ,
ヒ トリ コ ン ビナ ン トⅠし6(Upstate Biote chn ologyIn c o rpo rated)
が 1〃g/ml に な る様 に加え, 免疫染色 の 陽性反応が減弱化する
こ と に よ り確認した .
3 . ISH 法に よ るIl]6m R N A発現 の 検討
1) ジ ゴキ シゲ ニ ン標識 オリ ゴ ヌ ク レ オチ ドプロ ー ブ の 作製
肝組織切片, 培養胆管上皮細胞 (コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 上 で 初代培
養を行 っ た 非腫瘍性 の 胆管上皮と チ ェ ン バ ー ス ライ ド上 で培養
を行 っ た CC K Sl) で の IIJ6m R N Aの 発現を 以 下 の 如く検討 し
た . ブ ロ ー プ と して Ⅰし6 遺伝子 の Exon2, 3, 4 領域か ら特異
的塩基配列を選び (図1), これ に対する ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ
ク レオ チ ドブ ロ ー プ (各60塩基, Bio-Synthe sisIn c, Le wisvi11e,
U S A) お よ び セ ン ス オ リ ゴ ヌク レ オ チ ドプ ロ ー ブ を合成 し, 3
'
末端の テ ィ リ ン グ法41)にて ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン テ ィ リ ン グ キ ッ ト
(Beoh ringe rM an nheim Bio che mic a, M annheim , Ge r m any)を
用い ジ ゴ キ シゲ ニ ン で 標識 した. すなわち , 各1 00pm olの オリ
ゴ ヌ ク レ オチ ドプ ロ ー ブ に, テ
ー リ ン グ績衝液, ジ ゴ キ シゲ ニ
ン標識 d U TP溶液, dH rP溶軋 タ ー ミナ ル トラ ン ス フ ェ ラ ゼ
を混合し, 37℃で60分間反応 させ 精製お よ び 沈殿後 5町l の ト
リ ス 塩酸 - E D T A緩衝液 に溶解 した .
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2) 肝組織切片, コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 上 お よ びチ ェ ン バ ー ス ライ
ド上 の 培養胆管上皮の前処置
こ れ ら の 標本を P B S で希釈 した 4 % パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ
ドbar abr mal dehyde, P F A) O)F A/P BS)bH 7.6) で15分吼 前
固定した軋 37℃の プ ロ テ ナ ー ゼ K (2.5〃g/皿1, 和光耗薬) 溶
液中15分間反応させ , その 後 0.2 N H Cl溶液に10分間反応させ
除蛋白処置を行 っ た . 次い で 4 % P F A/P B S(pH 7.6) で10分間
後固定を行い , 非特異的なプロ ー ブ の 吸着防止 の ため に 0.1 M
トリ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 塩酸 pH 8.0 と0.25 %酢酸溶液で10分間ア
セ チ レ ー シ ョ ン を行 い , エ タ ノ ー ル 系列で 脱水, 風乾 した . な
お , 各 々 の 反 応過程 間 は , ジ ュ チ ル ピ ロ カ ー ポ ネ イ ト
(diethylpyr o ca血 o n ate, DEP C) 処理した P BS で充分洗浄 した.
3) ホル マ リ ン 固定パ ラ フ ィ ン 包埋切片で の 検討前処置
塾 の 如く行 っ た 脱 パ ラ フ ィ ン 切片を37 ℃の プ ロ テ ナ ー ゼ K
(5〃g/ml, 和 光純薬) 溶液で30分間反応 させ , そ れか ら 0･2 N
H Cl溶液中で10分間反応させ 除蛋白処置を行 っ た . 次い で 4 %
P F A/P B S(pH 7.6)で10分間後固定を行 い , 非特異的な プロ
ー ブ
の 吸着防止 の た め に 0.1 M トリエ タ ノ ー ル ア ミ ン 塩酸 pl柑.0 と
0.25 %酢酸溶液で10分間 アセ チ レ ー シ ョ ン を行 い , エ タ ノ ー ル
系列で 脱水, 風乾 した . なお , 各 反応過程間は D E P C処理し
た P BSで 充分洗浄 した .
4) ハ イ プリ グ イ ゼ ー シ ョ ン
前処置した切片や チ ェ ン バ ー ス ライ ドを , ハ イ プリ ダイゼ ー
シ ョ ン溶液(50 %脱イ オ ン 化ホ ル ム ア ミ ド, 10m M トリス 塩酸
pH7.6, 酵母 tR N A 200FLg/ml, 1× デ ン ハ ル ト溶液, 1
:0 % デス
トラ ン 硫酸 , サ ケ精子 D N A 250FLg/ml)で50 ℃, 1時間プ レ ハ
イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た . 次 に, 上 記 ハ イ プリ ダイ ゼ ー
シ ョ ン 溶液で 希釈 した 0.2nM/ml の ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン標識 オリ ゴ
ヌ ク レ オチ ドブ ロ ー プで , 50 ℃, 16時間, ハ イ プ リ グイゼ ー シ
ョ ン を行 っ た . 洗浄 は50 % ホル ム アミ ド加 2 ×SS C で, 50 ℃ で
30分間1回, 2 × S Cで50 ℃ で20分間1回, 最後 に, 0.2× S C
で50 ℃ で20分間2回行 っ た .
5) ハ イ ブリ ッ ドの 免疫組織化学的検出
ジ ゴ キ シゲ ニ ン の 検出は , ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ
ー 抗 ア
ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ (alkalin epho sphatas e- a nti- alk alin e
pho sphata se, A P A AP) 法を用 い , 酵 素抗体間接法で行 っ た･
す な わ ち , 洗 浄 後 の 組織切片 を1.5 %ブ ロ ッ キ ン グ試 薬
(Beoh ringe rM an nheim Bio che mic a) で l 時間ブ ロ ッ キ ン グ後,
マ ウ ス 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (100希釈 ,
Be ohringe rM an nheim Bio chemica), 抗 マ ウ ス 免疫 グ ロ プ
7) ン
抗体(家軋 100倍希釈, D A K O), A P A A P複合体(D A K O) の 順
Table3･ Expression oflし6in cholanglOC arCin o m awithr espeCt tOhistologicd ifftre ntiatio n
Expressio n of No･ Ofchola nglO CarCino m a
I L-6 tissu es e xa m血ed
No. of tiss u es showinghistolog yand









































IL,interle ukin; PaP, PapilIary aden o c arcin om a;W ell, W el diffbrentiated tubular ade
nocarcin o m a;m Od,
m oderately difftre ntiated tubular aden ocar Cin o m a; PO r, PO Orly di蝕r
entiated tubular adezIO C ar Cho m a･
≠ ,StrO ngly positiv e; ≠, We aklypositive; +,Slighty poslt V e;
-
, n egativ e･
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に各々 1 時間反応 さ せ , 1m M レ バ ミ ゾ ー ル を加え た ア ル カ リ
フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 基質kitl(Vector) 溶液中で十分 な発色を確認
し水性封入剤で封入 し, 光学顕微鏡お よ び共焦点 レ ー ザ ー 顕微
鏡で 観察した . 各反応過程聞は, ト リ ス 緩衝液 (100m M トリ
ス塩酸 pH 7.6, 150m M 塩化 ナ トリ ウム)で 充分洗浄した. なお ,
陰性対象 と して , セ ン ス ブロ ー プを用い た染色で陽性所見が消
失する こ とを確認した.
4 . 共焦点 レ ー ザ ー 顕微鏡に よ る検討
str eptA B C/A P法ある い は AP A A P法で染色され た標本で は ,
フ ァ ー ス ト レ ッ ドを発色系 に用 い て い る . フ ァ ー ス ト レ ッ ドは
ロ ー ダミ ン と同波長の 蛍光を発す るの で , 染色標本を共焦点 レ
ー ザ ー 顕微鏡(l S M 4 10, CaI Zeis s, Gothge n, Ge r m any) 下
で 観察する こと によ り フ ァ ー ス ト レッ ド, つ まり標識物の局在
を デ ジタ ル 化 し画像 で検討した . レ ー ザ ー 光 は 5 1411 mの ア ル
ゴ ン レ ー ザ ー を使 用し, ス キ ャ ン速度 は8.65秒 と し, ピ ン ホ ー
ル サ イ ズ 値は20と し, 画像 サイ ズ は768×576 ピク セル と した.
画像 ア ベ レ ー ジ ン グは 8 回と して 画像を得た .
Fig. 8. Im m u n ohisto che micalstainingof lI)6 in the dyspla s也c
biliary epitheli alce11sin a c a se of hepatolithiasis. Ⅰし6is
Cleadye xpr es sed o ndyspla stic epithelialc ells. S,gallsto ne in
the bile du ctlu m e n. Im m u n o staining(A B Cm ethod) a nd
be m ぬ Ⅹyl虹 ×200.
Fig. 9 De m o n stration of Iし6mR N A byin situ hybridization
te chniqu e in the pa raffin e mbed ded s e ctio n$ Of
Cholangioca rcinom aII/6 m R N Asignals ar edete cted in the
CytOdasm ofm anydholangiocarcino m a c els. Co unte rStain is
by m ethylgree n, ×200.
5 . 培地 中で の Ⅰし6 の 測定
ヒ ト肝内胆管 上皮細胞 の 初代培養に成功 した の は 3 例であ
り, これ らの 症例を用い 上皮成分よりなる培養移植片の継代培
養行 っ た . その 結果, 肝硬変の 1例の み で 胆管上皮の 増殖が み
られた. この 1例 を用 い , 培養月旦管上皮の Ⅰし6産生量を検討し
た . つ ま り, 2.5FLg/ml ホル ス コ リ ン (forskolin) (和光純薬),
25ng/ml ヒ ト J ) コ ン ビ ナ ン ト E G F(Upstate Biotechn ology),
10〃g/ml ヒ ト
ー リ コ ン ビナ ン トイ ン ス リ ン (和光耗薬), 100単
位/ml ペ ニ シ リ ン G(明治製薬), 1 00〃g/ml ス ト レプ ト マ イ シ
ン ( 明治製薬), 1 0 % F C S(Gibc o) を含 む D M E M(Flo w
b b)/Ha mF-12(m o w) 等量培養液で 2週間継代培養後, 培地を
無血清 D M E M(no wIムb) 培養液に変えて , 48時間培養した.
そ の培養液の上清を採取し, 0.1/Jm デ ィ ス ポ ー ザ ブ ル ー シリ ン
ジ フ イ ル タ ー 仏n ote c, Banbu ry, England) で 細胞成分を除去
後, 測定試料と し た. つ まり, 2 ス テ ッ プサ ン ドイ ッ チ E u 5弘
法 によ る Ⅰし6 測定 キ ッ ト (富士 レ ビ オ, 東京)を用い , Ⅰし6 を
測定 したヤ. なお , 本キ ッ トはⅠし1α , Ⅰし1･β, Ⅰし2, Ⅰし3, M ,
Ⅰし5, Ⅰし8, 腫瘍壊死因子 , 顆粒球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺
激因子な どの 他 の サ イ ト カイ ン と交叉反応性 は認 め ら れず, 標
準Ⅰし6 を用い た検討で は その測定感度 は約 3pg/ml と推定さ れ
た . なお , 1 回の 測定 に必要 な検体量 は 50/l` であ る.
成 紙
Ⅰ. ヒ ト肝内胆管系に お ける Ⅰし6 お よぴ I L- 6 m RN A の
発現
1. Ⅰし6 の 発現
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を用い た 凍結切片で の 検討で は , 正常肝
の 細胆管, 小葉閏月旦管 と隔壁月旦管 の 上 皮細胞の核周囲や胆管内
腔側 の 胞体 に , I L-6 の弱 い 陽性所見 が認 め ら れ た (図 2 A).
E BO, サC A H, P B C で は, IIJ6 は細月旦管 ～ 小葉閏月旦管 ～ 隔壁胆
管 の 上 皮細胞の胞体 にび漫性 に陽性 となり, P BC の 障害月旦管
の 上皮で や や 強い 発現を認 め た (図3朗 .
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 によ るホ ル マ
リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン包塊切片で の検討で は, い ずれ も同 じ染色
結果が得 られ た. つ まり , 正常肝で は10例中8例で , 小葉間牌
管お よ び隔壁胆管上皮 に陽性像 が得 ら れ た. 主 に胞体の 内腔側
に ル6 の 発現 が見 ら れ た (図2 B). なお , 動脈 や静脈 の 平滑筋
も軽度 か ら 中等度 の陽性像を示 した . 肝細胞 に もび漫性の弱陽
性の 所見を示すも の も見 られ た . P B C l l例で は , 正常 肝に比
Table 4. Im m u n ohisto chemic al staining of in terle ukin
-6 and
Ki67 incholanglC arCin o m a






















Well, W elldi 蝕rentiated tubular adeno carcinom a; m Od,
m oder atelydiffbr entiated tubular adeho c ar Cinom a;pOr,PO Orly
di 助長ntiated tubular ade n o c arcin o m a;IL-6(+),interleukin-6-
po$itiv e c arcin o m a cells ; IL-6 (- ), interleukin -6-n egativ e
CarCin o m a c ells;%, perC entage OfK i67-PO Sitiv e c ells.
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ベ 障害胆管上皮で の Ⅰし6 発現が増強 して い た が (図3 B), 同
一
症例で も胆管に より染色強度に バ ラ ツ キ がありt ほ と ん ど陰性
の 胆管も見られ た . E B O で は, 3例 中 2例で 細胆管 ～ 小 葉間
胆管お よ び隔壁胆管の 胆管上皮 にび漫性 の 陽性像 が得 られ , 同
一 症例 で の 染色強度 の バ ラ ツキ 像は ほ と ん どみ ら れ なか っ た .
増生紳胆管もI M がび漫性 に陽性 であ っ た･
肝硬変で は , 細胆管 , 小葉 間胆管や 隔壁月旦管が陽性で あり,
さ らに 再生結節 の肝細胞が種々 の 程度にび 浸性 に陽性で , 肝動
脈や 静脈の平滑筋も陽性像を示した. なお, 小葉間胆管や隔壁
胆管で は 管濃緑 が相対的 に強く染まり , ま た月旦管が 大きくなる
につ れ Ⅰし6 の 染色性 が低下する傾向 があ っ た . なお , 同
一 症例
で も肝内胆管 により染色強度に違い が 見ら れ た .
次に , 胆管上皮で の Ⅰし6mR N Aの 発 現を検討 した. そ の 結 丸
正常肝 で は陽性の シ グ ナ ル は ほ と ん どみ られ な か っ た . しか し,
P BC の障害月旦管 の 上 皮細胞の 砲塔で は陽性 シ グナ ルが 主 に核
周臥 ま た核 に重な るよ う に得られ た (図4 A). さ ら に , 門脈
域内に浸潤 して い る単核細胞 にもⅠし6 m R N A の発現を認め た .
なお , セ ン ス プ ロ ー ブを用い た コ ン トロ ー ル で は, 標本 中に陽
性 の シグ ナル は 認め ら れなか っ た .
2 . Ⅰし6 レセプタ ー の 発現
免疫組織学的検討で , P B C や E B O の凍結切片で散在性 に月旦
管上皮の胞体 に びまん性, ある い は 内腔繚 にや や強い Ⅰし6 レ セ
プタ ー の陽性所見がみ られ た . 正骨肝で は胆管上皮に発現は み
られ なか っ た . なお , パ ラ フ ィ ン包 埋切片を用い た検討で は,
い ずれ の疾患に お い て もI u レセ プ タ ー の 発現 は みら れなか っ
た .
3 . ヒ ト胆道系培養の 初代培養上皮 の Ⅰし6, Ⅰし6 レセプタ ー
お よびIM mR N Aの 発現
培養を試み た14例中上皮細胞の 増殖が み られ た成功例は, 正
常肝 2例と肝硬変 1例 の 計3例で あっ た . さ ら に こ れ ら 3例で,
培 養を試み た 胆管樹微小組織片 の 5 %程度で培養移植片か ら胆
管 上皮 の 増殖が み ら れ た. 2週 間培養を行 っ た 培養月旦管上皮 で
A B
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m ethod)and he m ato xylin, ×200. m )Signals ofIIJ6m R N Aar edis c emi bleinthe cytopla s m ofso m e cult r edc ells(ar rO W)･ Visualiz a
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は , 胞体 に び漫性 にⅠし6 の 軽度の 発現が み ら れ, 細胞膜 にや や
強く発現して い た (図 5). Ⅰし6 レ セ プタ ー α 銀は , 煙管上 皮の
胞体 に び漫性 の 軽度の陽性所見が見 ら れ た (図6). ISIi 法 で
Ⅰし6皿 R N A の発現を検討 した結果,月旦管上皮培養細胞に お い て ,
組織 の凍結切片と同様に , い く つ か の細胞のその 胞体 , 特 に核
周囲性 にあるい は 核に重なる様に Ⅰし6 の mR N Aの シ グ ナ ル が
得 られ た(囲4 B).
4 . 培地中の Ⅰし6値
肝硬変 の 1 例より得 られ , 胆管上 皮細胞で は , 胆管上 皮細胞
の 純粋継代培養に成功した. こ の 例の 2週日の 培地上清を用い ,
E LIS A法で IIJ6 を定量 した. 3 ケの 培養皿 で の Ⅰし6 の値 は ,
14.9pg/ml, 2.6pg/mi, 11.9pg/mi であっ た . なお , 培養前 の 血
清培地お よ び無血 清培地中に は, Ⅰし6 は検出 され な か っ た .
Ⅰ . 胆管細胞癌 で の Ⅰし6, Ⅰし6 m R M お よぴ Ei 6 7 の発現
1. Ⅰし6 お よ びI Mm 田ヾ A の 発現
丑戎 の 発現が胆管細胞癌の 癌細胞 で種々 の 頻度 と染色強度 で
認め られ た (図 7A, B, C). な お , ポリ ク ロ ー ナル 抗体 , モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗体 を用 い た検討 で , ほ ぼ同 じ成績 が得 ら れ た の で
以 下 で は まと め て述 べ る. 染色パ タ ー ン と して , 月旦管細胞癌 の
癌細胞の胞体が び漫性 に染まるもの , 核上部 や管腔稼 が主 に染
ま るもの , さら に主 に細胞周囲が染まるもの が み られ た . ま た ,
同 一 の 癌性腺管でも, 腺管を構成す る癌細胞 に よ り異 な っ た 染
色強度を示すもの t 陰性 と陽性 の癌細胞が混在す るも の も見 ら
れ た.
胆管細胞癌 の 組織塾 ･ 分化皮とⅠし6 の 発現程度と の 関連性を
表 3 に示す. 乳頭 状腹痛 で は , 柵 が 1例 , ≠が 2 例で あ っ た
(図7 A). 高分化管状腺病で は , 柚 が 6例 , ≠ が 2例 , + が 1例 ,
ま た申分化管状腺癌(囲 7B) で は, 州 が13例, ♯が25例 , + が
11例, - が 1例 で あっ た . 低分化管状腺病(図 7 C) で は , 廿 が
5例, + が 7例, - が 3 例で あっ た . また 同 一 症例で 部位 に よ
り分化度や組織塑 の 異 なる場合, 分化皮が高 い 部分 は高度 に強
く発現 し, 分化度の 低 い 部分で はⅠし6 の 発現が低下 ある い は 陰
性化する傾向が み られ た . しか し症例に よ っ て は, コ ー ド化 あ
るい は単細胞性 に増生する頼経胞が陽性であっ たり, ま た極性
を失 っ た低分化 の痛細胞 で は, 胞体が びま ん性 に陽性 の もの ,
細胞辺 緑部が染色 さ れ るも の も み ら れ た . な お , 粘液痛 で は
Ⅰし6 の 発 矧まみ ら れ なか っ た . 以 上 よ り, 月旦管細胞癌で は そ の
組織学的分化度が高い 程, Ⅰし6 の強く広汎な発現があり, 分化
庶 が低くなる につ れ て , IM の発現やその 範囲が減少す る傾向
が明 らか であ っ た .
なお, 肝内結石 症 +肝内胆管癌の 4 症例で は, 月旦管痛部で は
種 々 の パ タ ー ン の 陽性像を示した . 月旦管被覆上皮の増殖性変化
を示す部位, 特 にデ イ ス プラ ジア部 の 胆管上皮で Ⅰし6 が乳頭上
腺痛 と同程度の陽性所見と パ タ ー ン を示 した(図8). しか し,
被覆月旦管上皮が陰性の部位や同 一 月旦管で も部位 に よ る染色性 に
違 い が見られた. なお , 胆管細胞痛を合併した肝内結石症め非
痛部で , 増生 した月旦管付属軌 特 に薬液腺の腺房 にⅠし6 のびま
ん性か つ 高度 の発現が見られ た .
ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン切片を用い たIS H法に より, 高分
化月旦管細胞癌 2例全例で , 癌細胞の胞体 に陽性の シ グナ ル が 得
られ (囲9), 核に重な る様な陽性所見もみられ た が, 陰性部位
も存在した■. しか し, 申分化あるい は低分化の胆管細胞癌で は
m R N A の シ グナル は陰性か , あ るい は核周囲に僅か に認 め られ
る程度であっ た .
2 ･ 月旦管細胞癌 で の 氾67の 発現お よ び Ⅰし6 と B 67発現の 関
連性 に関する検討
m 67 は高分化か ら低分化の 胆管細胞癌の 核に種 々 の 程度に
党規 し た が, 高分化 , 申分化 , 低 分化 の 順 に Ⅲ67 陽性細胞の
比率が増加した (表4)･ なお , 非腫瘍部月旦管上皮細胞で は, 一
部の 胆管上 皮 の核 に Ⅲ67 の発現 が見られた.
次 に, Ⅰし6 発現 の有無 に よ り 氾67発現を検討 した . Ⅰし6 陽
性細胞 で の B 67発現率 は30.2 % であり , Ⅰし6 陰性細胞 で の
氾67発現率 は35･0 %で あり, Ⅰし6 陰性細胞で 氾67の 発現が高
率であっ た ゎ< 0.05)(表4).
3ニ ヒ ト月旦管細胞癌培養株 C C KS-1 で の IIJ6, Ⅰし6m R NA お
よ びⅠし6 レセ プ ター の 発現
Ⅰし6 の 免疫染色で は , チ ェ ン バ ー ス ライ ド上 で増生 した痛細
胞 の 一 部 で , そ の 胞体 に び漫性 に Ⅰし6 の 発現 が 見 ら れ た(図
10郎 . Ⅰし6 陽性癌細胞と陰性の 痛細胞が混在 し, さ ら に弱陽性
の癌細胞も混在してみ られ た. 胆管癌培養細胞 の IS H法 による
mR N A発現の 検討 で は , 散在性 に 一 部の 胆管痛培養細胞 にお い
て , 胞体 に び ま ん性 に 強く I L-6m R N Aの 発現 が み られ た (図
10 B)･ 陽性 と陰性の 癌細胞が混在 して お り, ま た弱陽性 の 癌細
胞もみられ た . 胆 管癌培養細胞 C C E S l で は, Ⅰし6 レセ プタ ー
α 鎖が種 々 の 発現 が見 ら れ , 散在性 に 一 部 の胞体 に発現 の 強く
見 られ るも の , 胞体 が 弱く染色さ れ る癌細胞も少数 み られ た.
陰性の 細胞も見られ た .
ヌ ー ド マ ウス 皮 下 に 移植 した C C K Sl は, 組織学的 に綿状 の
形態を示す申分化腺痛 であっ た . 同部の Ⅰし6 の 免疫染色で は,
散在性 に胆管癌細胞 にⅠし6 が胞体内で の 発現 して い た (囲11).
考 察
ヒ トの 肝 内月旦管系 に は, 種 々 の 炎症性 巨 艦癌性疾患 がみ ら れ
る. 代表的な炎症性疾患 と して , P B C や原発性硬化性胆管炎
brim ary scle ro sing cholangitis, P S C), 骨髄移植後 の 移植片対
宿主病 短raRヤ er Su S-ho stdise a se, GVH D) に よ る胆管障害があ
る43卜 嘲
. また腫 瘍性疾患として は胆管細胞癌, 月旦管細胞腺腫が
よ く知ら れ て い る . こ れ ら 肝内胆管病変 の 発生 と進展 に は, 胆
管上皮 そ の もの の 病 的変化 に加え肝内門脈域局所で 産生 , 分泌
され る 炎症性サ イ トカ イ ン ある い は増殖眉子 が深く関与 してい
ると 考えら れ て い るヰ3) 畔 籾. 特 に P B C で は, 門脈内で 産生 さ れ
るイ ン タ ー フ ェ ロ ン γ やⅠし5 が重要な役割を果たすと さ れてお
り, ヘ ル パ ー T細胞 Ol elpe rT c ell, T h) 1系お よ び T h 2系の
C D 4陽性リ ン パ 球 が こ れ ら病変 の 発生 に 関与す る49). 特 に,
m 2系 C D4リ ン パ 球 は好酸球浸潤 に深く関係 して お り, 月旦管
病変の 発生 ･ 進展 にも関連する ことが 注目され て い る49)51)
さ てⅠし6 は現在 , 最も研究 の 進 んで い る多横能 サイ トカイ ン
の 1 つ で ある. 生 体 の 防御 に と っ て 中心的な役割を果 た してお
り, 免疫応答 に重要 な役割を果 たすの み ならず, 肝細胞で の急
性期反応蛋白の 合成, 造 血細胞 の 分化増殖にも関与 し, B細胞
の 刺激因子ある い は成熟因子 としても注目 さ れ て い る. この多
機能性 の た め Ⅰし6 はイ ン タ ー フ ェ ロ ン β2, 26kDa 蛋白, 肝細
胞刺激因子, ハ イ ブ リ ド ー マ/プ ラズ マ サ イ ト ー マ 増殖眉子と
い っ た種 々 の名称 で呼ば れ て い るl 卜 3). 近年, 慢性 関節リ ウ マ
チ , 慢性甲状腺炎など の自己免疫疾患 や糸球体腎炎 の 発生, 進
展 にⅠし6遺伝子の異常の関与す る ことが 示唆 さ れ て い る. つ ま
り, 慢性 関節 リ ウ マ チ(m e um atO主d arthritis, R A) で は 関節滑
膜組織 に浸潤 したT細胞 m 2 系 C D4 リ ン パ 球), さ ら に滑膜珊
ヒ ト肝 内胆管系で の Ⅰし6の 発現
鞄自身に よ っ て 大量の 1し6 が産生 さ れ , こ れ がR Aの 病態と 進
展に深く関連す る
1リ}
. ま た, 後 天性免疫不全症患者 にみ られ る
高ガ ン マ グ ロ ブ リ ン血 症 は, Ⅰし6 遺†云子 の 異常発現 の 結果であ
る こ と が 示唆 さ れ5 冊 , さ ら に 成人丁細胞白血病 ウ イ ル ス 1 で形
質転換 した ヒ トリ ン パ 球株で は恒常的なⅠし6塵生 が 観察さ れて
い る .
さ ら に , Ⅰし6 は免疫系担当細胞だ け で なく, 線維芽細胞 や血
管内庄和軋 腎 メ ザ ン ギ ウム 細胞 , 膵 ′ヲ細 胞な ど多く の 細胞 で
産生 さ れ る こ と が 明か に な っ て きて お り , 種 々 の 細 胞に作用し
て 多彩 な 生 物活性を発揮する54)5 5}. 特 に , Ⅰし6 と腫瘍, 特 に悪
性腫瘍 との 関連性が最近, 注目 さ れ て い る. 例えば , 心房内粘
液腫や キ ャ ッ ス ル マ ン 症候群, 唾液腺腫瘍, 膀胱細胞癌株な ど




ク ラ イ ン , パ ラ ク ラ イ ン 機序 に より痛 の 発生 や 増大 に関係 し,
ま たⅠし6 は多発性骨髄腫の 増殖因子であ り, Ⅰし6異常発現 によ
っ て , ポ リ ク ロ ー ナ ル なB細胞異常の み な らず , 抗 体産生 細胞
も悪性転化 し得 る こ と が 報告さ れ た.
I L 6 は, 肝や 胆管系の 病態形成 にも深く関連 し て い る こ と が
知ら れ て い る. しか し, 胆管上 皮 で の Ⅰし6 の 党規 と 胆道系疾患
の 発生 ･ 進展と の 具体的な関連性 に関 し て 不明な点が 多い . そ
こ で 本実験 で は, ヒ ト肝内胆管上皮で の Ⅰし6の 発現と 胆道系疾
患の 病理学的意義を ヒ ト肝, 胆管組織 お よ び培養胆管__ヒ皮細胞
を用い て検討 し た.
まず , iE常肝組織 を用い た 免疫組織化学的検討で肝内胆管系
上皮にⅠし6の 軽度の 発現が み られ た. 今 回検索 した , い わ ゆ る
組織学的 な 正常肝で は , 既 に 種々 の 病 的因子や ス ト レ ス が 大な
り小なり加わ っ て い る と 考えら れ る . 特に 開腹手術時に肝組織
を採取 した 症例が多く, 開腹手術 そ の もの を含め 何ら か の 病的
現 象が 肝や 胆管系に及 んで い る 可能性 がある . 従 っ て , 真 の 意
味で の 正常胆管系上皮 で の Ⅰし6 の 発現 の 有無は不明である . な
お, Iし6m R N Aの シ グナ ル はTJFt管 h皮で は ほ と ん どみ られ な か
っ たの で , Ⅰし6 は牛 理的に は胆管 卜皮で ほ と ん ど産生 さ れ て い
な い と思 われ る. また , Ⅰし6 レセ プ タ ー の 発現 は今回検討 した
正常肝の 胆管l二度に は 党規 が み ら れ な か っ た .
次 に
,
P B C や E B O, Ⅴ-C A H な どの即闇:系やPE川厄域で の 炎症
性変化 の 強 い 例で は , 肝 州j【t管 上皮で の Ⅰし6 の 党規 が噌強 して
い る こ とが 明 らか と な っ た . 特に , P B Cの 障害胆竹 (慢性非化
陰性破壊性月明亨炎) で Il:6 の 鮨 い 党別 お よ び m R N Aの シ グナ
ル が 見ら れ た. さ ら に, 頻度は低く散在性 で は あるが Ⅰし6 レセ
プタ ー の 発現 も胆管 ヒ皮に み ら れ た. こ の こ と は , 障告肋骨 上
皮そ の も の が Ⅰし6 を発現 し, オ ー トク ラ イ ン を含め た 機序 に よ
り P B Cの 胆管病変 な どの 病態形成 に関連 して い る こ と を示す
もの で ある . なお , 従 来, P B C や E B O, また Ⅴ-C A H での 障苔
胆管で は 胆管_】.l二度の 過 形成が み ら れ, 微小 乳頭状 の 変化も知 ら
れて おり , 特 に P B C で強 い こ と が知 ら れ て い る
48)5(-)
Ⅰし6 に は細胞の 増殖活性 を促進す る 作川がある こ と が 知ら れ
てお り , Ⅰし6 は P B Cや その 他の 胆道系疾患 の 障害胆管 に み ら
れ る胆管上皮 の 過形成 に深く関連 し て い る 可能性 が示唆 さ れ
る
. また 最近, Ⅰし6 は炎症反応, 特に 他の → 次性の 炎症性 サ イ
トカイ ン の 産生 を抑制す る こ と が 知 られ て お り, 胆管上皮 で の
産生 さ れ た IL 6 は胆管炎の 発生 進展をむ しろ抑制 して い る 可 能
性もある .
次 に, 当教室で 確立 し た コ ラ ゲ ナ ー ゼ 湛流 コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 上
培養移植片培養法を用 い , 外科的 に切除 し た ヒ ト肝組織より肝
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内胆管_ヒ皮 の 初代お よ び継代培養 を行い , Ⅰし6 と 胆管 上皮と の
関連性 を さ ら に検討 し た. すな わち, 14例の 外科的切 除肝の 一
部肝組織を培養移植片と して用 い , 胆管上 皮細胞の 初代培養を
試み た . しか し, 培養移植片か ら胆管上皮 の 増殖が み ら れ たの
は 3 例の み で あ っ た . こ れ ら の 成功 した培養移植片でも, その
大部分が初代培養 の 初期 の 間に 問質細胞 に駆逐 さ れ て しま い ,
試み た 培養移植片の 5 %程度で組織学的, 免疫組織化学的検索
に耐 えうる胆管上皮細胞の 増殖が み ら れ た . そ こ で , 初代培養
に成功 した こ れ ら 3症例 を用い , 2週 間コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 上 で培
養を行 い 検討 を行 っ た . そ の 結果, 培養胆管上皮細胞でI L 6 お
よ びII]6 m R N Aの 発現が 見られ た . ま た, 軽度で ほあるが IIJ6
レ セ プ タ ー の 発現 もみ られ た . こ の こ と は 胆管_ヒ皮が Ⅰし6を産
生 し, こ の Ⅰし6 が オー トク ライ ン機序 に より胆管上皮 に作用す
る こ と を培養上皮細胞で証明できたもの と 考えて い る . 肝組織
標本中の 肝内胆管上皮に I し6, II,J･6 m R N A, I L 6レ セ プタ
ー が
検 出さ れ た こ とも合わ せ , 1 L 6 が オー ト ク ライ ン 機序を含め た
横序 に よ り胆管系 の 機能と病態 に深く関係する こ と が さ ら に示
さ れ た . な お, 初代培養を続け て い く と, 4 週後か ら 胆管上皮
細胞の 増殖能 は低下 し, コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 上 か ら剥離 し, 最後 に
は 胆管上皮が見ら れ なく な っ て し ま っ た . 胆管上 皮細胞の 培養
に関する従来の 報告でも, 6週 間まで培養に成功 した が 3 ､ 4
週噴よ り上 皮の 配列が乱れ て しまう の で 4週間まで が 培養法を
用い た 胆管上皮細胞 の 研究 に適 して い る と さ れ, さ ら に胆管上
皮の 代用と して 用 い る こ と の 可 能性が 報告 され て い る
5-il 叫
. 今
恒lの 実験で も こ の こ とが 明確 に示さ れ , 非膿瘍性の 胆管上皮の
培養 を用い た研究 に は適応と限界の あ る と 考え ら れ る.
次 に, 肝内胆管上皮 の 初代培養 に成功 した 3例 を用 い , 胆管
上皮珊胞の み の 継代培養を試み た . こ の 継代培養法 は コ ラ ー ゲ
ン ゲ ル 培地で の__ヒ皮細胞 と問質射胴包の 増殖パ タ
ー ン と速度の 遠
い に 基づ い た 卜皮細胞の 分離培養法であ り, 当教室 で 開発, 確
立さ れ たも の で あ るご!れ コ2). そ の 結果, 肝硬変1例 で胆管 L皮細
胞 の み の 純粋継代培養に成功 した . そ こ で こ の 純 粋継代培養 を
2週間子iい , そ の_仁清を E LIS Aは で 検出し た と こ ろ , Ⅰし6 が
倹 川 さ れ た. M ats u m ot ら も同様の 幸紺～を 行 っ て お り , さ ら
に Ⅰしり や ホ ル ポ
ー ル ミ リ ス テ ー ト ア セ テ ー トの 添加に よ 州L
管l二皮 で の Ⅰし6 の 産/巨が 尤進 した と 述 べ て い る
コ5,
.
こ れ らの 成
績か ら, 培養肌竹 上通 が1Ⅰ適を虎/巨する こ とが さら に確認され た.
次に 外科的に 切除 され た43例の 肘管細胞鳩を川 い , 附管制川包
咄と Ⅰし6 との 関連作 を検討 した . 従来, I L 6 と痛の 発里 進展 に
関 して 多く の 報告が な され て い る . し か し嶋の 椎賀則こよ り, ま
た 報･;I･(者
･
によ り 結果が異な っ て い る . 例え ば T al(iz a w aら ほ株
化 した 肺癌細胞 の 培養 を刷 い て, Ⅰし6 は癌細胞 の 抑制囚f･ と し
て 作用す る こ と を述 べ てい る1則. ま た 唾液腺腫壕 や脳 下垂体聴
填で は 高分化の 痛で Ⅰし6 の 発現が あ り, 1 し6 は増殖促進因子と
して オ ー トク ラ イ ン櫻序で 作用する こ とが 報吉さ れて い る5tI= ;-,
一 方メ ラ ノ ー マ で は, 紺胞培養法 を用い た研究 で痛 の 初期の 段
階で はⅠし6 は腫瘍細胞増殖促進作用 があ るが , 痛が進展する段
階で は Ⅰし6 は む し ろ増殖抑制的 に作用する こ とを Lu らが 最近
明らか に して い る
亡i2)
.
一 方 , 肝内胆管細胞癌に関 して は, O kada らは胆管細胞癌培
養細胞株(HuC C- T l)を用い た検討で培養液中にIIJ6 が検出 さ
れ, 癌細胞が Ⅰし6 を産生し てい る可能性を報告 してい る63) . 今
臥 外科的 に切除され た胆管細胞癌の 検討 で , Ⅰし6 は胆管細胞
癌 の 癌細胞 に種 々 の 頻度と分布で観察された が , 特 に分化程度
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と増殖 に関 して 興味深い 所見が見ら れ た . つ まり, 組織学的 に
分化度が高く な る程, 癌細胞で の IL 6の 発現が 克進 し, 広汎か
つ 強く み ら れ た . そ して , 癒の 分化度 が低 下する に従 い , Ⅰし6
の 発現 は減少 した . また ホ ル マ リ ン固定 パ ラ フ ィ ン 胞埋切片を
用い た IS H法で I し6mR N Aの 発現を検討 した 結果でも, 高分
化胆管細胞癌 で容易に検出 され , Ⅰし6 と 同様 の 分布 を示 した .
こ れ らの 所見は , Ⅰし6 が分化度の 高い 胆管細胞癌で活発 に産生
され , 胆管細胞癌 の 組織学的分化歴 と深く関連 して 発現 され る
こ と を示すもの で, Ⅰし6 は形態形成因子 と して オ ー トク ライ ン
を含め た 機序 より作用 して い る こ とが 考え られ る . なお , 今 回
の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体を用い た検討で は , 胆管細胞癌組織で
Ⅰし6 レセ プタ ー は検 出さ れ な か っ た . 今 回用い た 材料が ル ー チ
ン の 方法で処理 され て お り, こ れ がIL 6レ セ プ タ ー を検出 し得
なか っ た最大の 原因 と思わ れ る . しか し, 胆管癌細胞 の Ⅰし6 レ
セ プ タ ー にⅠし6 が既 に結合 してお り, そ の ため 通常の 免疫染色
で は レセ プ タ ー を検 出 し得なか っ たか もしれ な い .
次に , I L 6の 発現 と癌細胞の 細胞増殖活性と の 関連性 を検討
した . 今回 B 67の 免疫染色を行 っ た が , B 67抗原 は G｡ と Gl
の 初期 以 外の 増殖期 の 細胞の 核 に 党規す る こ とが 知 られ て お
り, 細 胞増殖活性の 検索 に病理組織学的に汎用 され て い る 珊卜~4(-)
今 臥 こ の Ⅲ67 と Ⅰし6の 2重免疫染色 に より, Ⅰし6 発硯 と細
胞増殖活性を検討 し た . そ の 結果, Ⅰし6 の 発現の 目立 つ 例 で は
B 67の 発現は低く , ま た Ⅰし6 陰性 の 癌細胞 で は細胞増殖活性
が克進 して い る こ と が示 さ れ た. Ⅰし6 は高分化痛で強くみ られ
るが , 低分化 に な る と発端 が減少す る こ とも考える と , 癌 化 し
た例で はⅠし6 は増殖因子 と してで は なく , むし ろ分化 に関与 し
た因子と して作用す る こ と が示唆 され る. また , Ⅰし6 を発現 し
ない 癌細胞で B 67 が高率 に検出され 増殖活性が高 い 成騰 が得
られ た こ とか ら, Ⅰし6 の 発現の 停止(遺伝的 に関連 した もの か)
が 胆管細胞痛 の 増殖 に つ な が る とも考え られ る . ま た , 低分化
な胆管細胞癌で IL6 レ セ プ タ ー の 発現 を検討できなか っ たの で
結論を出せ ない が, 胆管癌細胞が パ ラク ライ ン機序 に よ り Ⅰし6
の 影響 , つ まり分化促進作用を受けて お り, Ⅰし6 の 減少で 噛細
胞の 分化が低下 し, 増殖活性 が増 した可 能性は残る .
ま た , 胆管細胞癌 を合併 し た 4例の 肝内結石症で の 免疫組織
学的検討で, Ⅰし6 は胆管細胞癌 の 前痛病変 と され て い る 胆管デ
イ ス プ ラ ジ ア で も乳頚状ある い は高分化胆管細胞癌 と同様 に胞
体内に強く発現 し て い た . こ の こ と は, 胆管細胞癌は唾潮泉腫
瘍と同 じく, その 前痛状態 の 胆管上皮細胞 にIL 6の 発項が あ り,
その 発現の 持続 が胆管細胞癌 の 発生 に深く関係 して い る こ と を
示す所見と考え られ る . Ⅰし6 の 発現 に 関して , 胆管デ イ ス プ ラ
ジ ア と高分化胆管細胞癌 と の 間に 明確 な差が な か っ た の で , こ
の 2 つ の 腫瘍性 プ ロ セ ス 進展 の 間 には , IL 6 以外の 増殖因子あ
る い は痛関連遺伝子 に突然変異に伴う遺伝子の 異常, あ る い は
そ の 表現型に変化が発生ある い は 介在 し てい る こ と が 強く推察
され る. 今後の 大きな研究課題と考えら れ る.
次 に 当教室で 開発 さ れ た 胆管細胞癌培養細胞 (C C E Sl)を用
い 胆管細胞癌と IL 6 との 関連性をさ ら に検討 した . その 結果,
C C KS lの 癌細胞で は Ⅰし6 蛋白が陽性でありII:6 mR N Aの シ グ
ナル がみ ら れ, さ ら にⅠし6 レセプ ター も陽性で あ っ た. つ まり
Ⅰし6 が オー トク ライ ン の 機序 によ り胆管癌細胞の 増殖や分化 に
関連 し て い る こ と が C C K S lを用 い た研究 で示され た . また ,
ヌ ー ドマ ウ ス へ の 皮下移植 に より癌細胞 は ヒ トⅠし6を発現 して
い たの で , 胆管細胞癌 で の IL 6の 発現が 先進 し, C C K S l痛細
胞で の 異常 な分化 や増生 に 関連す る こ と も示唆 さ れ た .
以 上 今回の 研究 に より Ⅰし6 は オー トク ライ ン を含め た 種々 の
機序で 胆管系疾患の 発生 や 形態形成 に深く関す る サ イ トカイ ン
で ある こ と が 示さ れ , 胆管上 皮 そ の もの が産生 する する サイ ト
カイ ン で ある こと も示 され た. ま た胆管細胞癌 で は , Ⅰし6 は組
織形態形成や , 胆管癌発生初期 にも深く関連 して い る こ とが 示
され た . 今後, Ⅰし6 の 胆管上 皮 で の 具体的な作用機序 をさ ら に
検討する こ と に よ り, 肝内胆管系 の 病変 の 理 解 が更 に深まるも
の と 思わ れ る .
結 論
ヒ ト非腫瘍性肝組織, 胆管細胞癌 の 外科的切 除肝 , ヒ ト肝内
胆管細胞 の 培養 , 株 化 した胆管細胞癌 C C E Slの 培 養を用い て,
M と肝内胆管系 の 痛態 と の 関連性を検討 し以 下 の 結論を得た .
1 . 正 常肝 の 肝 内胆管上皮 で軽度 で は ある がⅠし6 の 発現が 見
られ た
. しか し, I L6 m R NA や Ⅰし6レセ プタ
ー の 発現 はみ ら
れ なか っ た .
2 . P B C や E B O での 障害胆管上皮で , IL6 の 発現が 克進 し
て お り II:6 m R N A シ グ ナル もみ られ た . さ ら に , II.,6 レ セ プ
タ ー の 発現 もみ ら れ , IL 6 が オー トク ラ イ ン の 機序 に よ り胆管
系の 病態 に関連 して い る こ と が示 さ れ た .
3 . ヒ ト胆管細胞癌 の 癌細胞 でⅠし6の 発現 が 見 られ , 分化度
の 高い もの で は , 発現が 強くま た広汎 に発現 し, 分 化度 の 低下
と と もに Ⅰし6 の 発現 の 分布 と強度 が低下 し た. Ⅰし6 がヒ ト胆管
細胞痛 の 分化 に関連する因子 である こ と が示唆され た .
4 . 胆管細胞癌 で の Ⅰし6 と & 6 7抗原発現 で の 検討か ら , 細
胞増殖活性 とⅠし6発硯 と の 関連性 を検討 し た結果, Ⅰし6 陽性癌
細胞で は 同陰性癌細胞より増殖活性 は低く, Ⅰし6 発現は胆管細
胞痛細胞増殖 と は逆 の 関連性を示すこ と が示され た .
5 . 肝 内結石を合併 した 胆管細胞癌の 検討で は, Ⅰし6 は胆管
上皮デ イ ス プ ラ ジ ア に発現 し てお り, 胆管細胞癌 の 発生 初期 に
関連する因子 の 1 つ と考 えら えた .
6 . 初代 ヒ ト正常肝内胆管培養細胞 と胆管細胞癌培養細胞 に
お い て 免 疫染色 と ISIl法 で , I L-6, I L-6 レ セ プ タ ー , Ⅰし6
mR NA の 発現 を認め た . 特 に, 胆管細胞癌 で党規が著 しく九進
して お り, 細胞培養法に よ る検討 でも胆管上皮 の 病態 にⅠし6 が
深く関与 して い る こ と が示唆 さ れ た .
以 上よ り , Ⅰし6 は, 正 常の 肝内胆管系で軽度である が 発現 し,
病的肝の 胆管 ヒ皮 で Ⅰし6 の 発現が 克進 し て い た . ま た, Ⅰし6 は
胆管癌の 発生 初期 に, また 癌化後 は橋形態形成 や分化度 の 維持
に オ ー トク ラ イ ン を含め た機序 で作用 す る と考えら れ た ,
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